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RESUMO 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar parâmetros neuroquímicos e 
comportamentais em fases iniciais e tardias em ratos submetidos ao 
modelo animal de sepse induzido por ligação e perfuração cecal. No 
experimento I, ratos Wistar machos (60 dias, 250-300g) foram divididos 
entre os grupos Sham (controle), Sepse 30 dias e Sepse 60 dias, com 
n=12. Após, foram retirados o córtex pré-frontal, hipocampo, estriado e 
córtex para análises dos níveis de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS); conteúdo de grupos carbonila; atividade dos 
complexos I, II, II-III e IV da cadeia respiratória mitocondrial e da 
enzima creatina quinase (CK). O fluido cerebrospinal foi coletado para 
quantificação das citocinas TNF-, IL-1 e IL-6, com n=5. No 
experimento II, os animais foram divididos entre os grupos Sham, Sepse 
e Sepse+Butirato de sódio (SB) (24 horas e 10 dias), com n=12. Por 
meio de cirurgia estereotáxica, SB ou fluido cerebroespinal artificial 
foram injetados no ventrículo lateral cerebral dos animais. Em 24 horas 
e 10 dias após, foram retirados o córtex pré-frontal, hipocampo, estriado 
e córtex, para análise da atividade de histonas desacetilases (HDAC). O 
teste de esquiva inibitória foi realizado 10 dias após a indução de sepse. 
No experimento III, os animais foram divididos entre os grupos sham e 
sepse 24 horas e 10 dias, com n=5. Após, o hipocampo foi retirado para 
quantificação dos níveis de fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK1/2 
e p38MAPK por Western blotting. Os resultados do Experimento I 
mostraram um aumento nos níveis de IL-6 no grupo sepse (30 dias); 
aumento nos níveis de TNF- no grupo sepse (60 dias); um aumento 
nos níveis de TBARS em córtex pré-frontal e uma diminuição destes 
níveis em hipocampo, estriado e córtex no grupo sepse (30 dias); uma 
diminuição do conteúdo de grupos carbonila em córtex pré-frontal e um 
aumento em estriado no grupo sepse (30 dias); uma diminuição nos 
níveis de TBARS em hipocampo no grupo sepse (60 dias); aumento do 
conteúdo de grupos carbonila em estriado no grupo sepse (60 dias). 
Também houve um aumento na atividade do complexo IV em 
hipocampo no grupo sepse (30 dias); uma diminuição na atividade do 
complexo I em córtex pré-frontal, hipocampo e estriado no grupo sepse 
(60 dias) e nenhuma diferença estatística na atividade da CK entre as 
estruturas cerebrais analisadas. Todos os dados foram analisados 
comparando o grupo sepse (30 e 60 dias) com o grupo sham. Já os 
resultados do Experimento II mostraram uma diminuição no tempo de  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
latência nos animais do grupo sepse (10 dias) no teste de esquiva 
inibitória e a administração de SB reverteu o dano cognitivo observado 
nestes animais. Também foi observado um aumento na atividade de 
HDACs em hipocampo e córtex no grupo sepse (24 horas) e em córtex 
pré-frontal e hipocampo no grupo sepse (10 dias). Além disso, a 
administração de SB inibiu a atividade de HDACs em córtex pré-frontal 
e hipocampo dos animais do grupo sepse (10 dias). Todos os dados 
foram analisados comparando o grupo sepse (24 horas e 10 dias) com o 
grupo sham. Por fim, os resultados do Experimento III mostraram que 
não houve diferença significativa entre os grupos sham e sepse nos 
níveis de fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK em 
24 horas e 10 dias após a sepse. Tomados em seu conjunto, os dados 
deste estudo podem contribuir para a compreensão do dano cognitivo 
observado em ratos sobreviventes à sepse, proporcionando novos 
conhecimentos que possam ter relevância clínica.  
 
 
Palavras-chave: Citocinas; Dano oxidativo; Histonas desacetilases; 
Metabolismo energético; Proteínas MAPK; Sepse. 
 
ABSTRACT 
 
The present study aimed to evaluate neurochemical and behavioral 
parameters in early and late phases in male Wistar rats (60 days old, 
250-300g) subjected to an animal model of sepsis induced by cecal 
ligation and perforation. This work was divided in 3 steps: in the 
Experiment I, the animals were divided into groups Sham (control), 
Sepsis 30 days or Sepsis 60 days, with n=12. After, were dissected the 
prefrontal cortex, hippocampus, striatum and cortex in order to evaluate 
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels; carbonyl 
groups; activities of complexes I, II, II-III and IV of the mitochondrial 
respiratory chain and creatine kinase (CK). The cerebrospinal fluid was 
collected for quantification of TNF-, IL-1 and IL-6 cytokines, with 
n=5. In the Experiment II, the animals were divided into groups Sham, 
Sepsis and Sepsis+Sodium butyrate (SB), for (24 hours and 10 days), 
with n=12. SB or artificial cerebrospinal fluid were injected in the 
lateral ventricle in the brain of animals. After 24 hours or 10 days were 
dissected prefrontal cortex, hippocampus, striatum and cortex for 
histone deacetylase (HDAC) activity analysis. The inhibitory avoidance 
test was performed after 10 days of sepsis induction. In Experiment III, 
the animals were subjected to sham or sepsis 24 hours and 10 days, with 
n=5. After, the hippocampus was dissected for quantification of the 
phosphorylation levels of proteins ERK1/2, JNK1/2 and p38MAPK by 
Western blotting. The results of Experiment I showed increased levels 
of IL-6 in the sepsis group (30 days); increased levels of TNF- in the 
sepsis group (60 days); increased levels of TBARS in the prefrontal 
cortex and decreased in the hippocampus, striatum and cortex in the 
sepsis group (30 days); decreased carbonyl groups in the prefrontal 
cortex and the striatum and increased in the sepsis group (30 days); 
decreased levels of TBARS in the hippocampus in the sepsis group (60 
days); increased carbonyl groups in the striatum in sepsis group (60 
days); increased complex IV activity in the hippocampus in the sepsis 
group (30 days); decreased complex I activity in the prefrontal cortex, 
hippocampus and striatum in the sepsis group (60 days) and no 
statistical difference of CK activity in all analyzed brain structures. All 
data were analyzed by comparing the sepsis group (30 and 60 days) with 
the sham group. The results of Experiment II showed a decrease in 
latency in the animals of sepsis group (10 days) in the inhibitory 
avoidance test and the administration of SB reversed the cognitive 
damage observed in these animals. There was also an increase in  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HDACs activity in hippocampus and cortex in the sepsis group (24 
hours) and prefrontal cortex and hippocampus in sepsis group (10 days). 
Moreover, the administration of SB inhibited HDAC activity in the 
prefrontal cortex and hippocampus of animals from sepsis group (10 
days). All data were analyzed by comparing the sepsis group (24 hours 
and 10 days) with the sham group. The results of Experiment III showed 
no statistical difference between the sham and sepsis groups on the 
levels of phosphorylation of proteins ERK1/2, JNK1/2 and p38MAPK 
in 24 hours and 10 days after sepsis induction. Taken together, the 
results of the present study may contribute for comprehending the 
cognitive damage observed in sepsis survivor rats, providing new 
insights that might have clinical relevance.  
 
 
Keywords: Cytokines; Oxidative damage; Histone deacetylase; 
energetic metabolism; MAPK proteins; Sepsis. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 SEPSE: DEFINIÇÃO, ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS E 
ETIOLÓGICOS   
 
Desde que Schottmueller (1914) estabeleceu pela primeira 
vez a relação direta entre a presença de micro-organismos na corrente 
sanguínea e o aparecimento de sinais e sintomas sistêmicos, muitos 
termos foram aplicados para definir a sepse. Na Grécia antiga, o termo 
Pepse era usado para indicar o processo de fermentação do vinho ou a 
digestão da comida, sugerindo, assim, vida boa e saúde. Sepse passou a 
ser designado para descrever casos em que havia putrefação e estava 
associado a doença e morte (Hanna, 2003). 
Com base no Consensus Conference of the American 
College of Chest Physicians and the Society of Critical Care Medicine 
(ACCP/SCCM, 1992), em Levy e colaboradores (2003) e diante da 
necessidade de se uniformizar os termos relacionados à sepse, 
objetivando eliminar algumas nomenclaturas mal definidas, a sepse foi 
classificada como a tradução clínica da existência de um foco infeccioso 
desencadeador de uma resposta inflamatória sistêmica, sendo 
caracterizada por intensa inflamação e profuso dano tissular (Bone et al., 
1992; Muckart e Bhagwanjee, 1997; Uptodate, 2006; Ulloa et al., 2009).  
O termo síndrome da resposta inflamatória sistêmica 
(SRIS) foi proposto para descrever a reação inflamatória desencadeada 
pelo organismo frente a qualquer agressão infecciosa ou não, o que a 
difere da sepse, que é produzida por micro-organismos infecciosos 
(Takala et al., 2002). A sepse severa, por sua vez, é a sepse associada 
24 
com disfunção orgânica, hipotensão ou hipoperfusão (Russel, 2006). Por 
outro lado, o choque séptico é caracterizado por sepse com hipotensão 
arterial persistente, mesmo depois de adequada reposição volêmica, 
associado com a redução da perfusão, acidose láctica, oligúria e 
alteração do estado mental (Ulloa et al., 2009).  
Tais definições levam à interpretação de que as diversas 
entidades clínicas representam diferentes fases evolutivas de uma 
entidade patológica única, cuja evolução natural – se não contida – é a 
síndrome de disfunção de múltiplos órgãos e sistemas (SDMOS), que se 
caracteriza pela presença de função orgânica alterada em pacientes 
sépticos seriamente doentes, na qual a homeostasia não é mantida 
(Hanna, 2003; Engel et al., 2007).  
Entretanto, é muito difícil definir os limites entre infecção 
e sepse. É possível que estas duas entidades não tenham limites tão bem 
definidos conforme proposto: infecção é o processo relacionado à 
presença de micro-organismos, induzindo uma resposta localizada do 
hospedeiro ou sua presença em tecido normalmente estéril; sepse é a 
resposta sistêmica do hospedeiro à presença do micro-organismo. Para 
dificultar ainda mais, não são todos os pacientes que parecem estar 
sépticos demonstram alguma infecção. Porém, a introdução do termo 
SRIS objetivou criar um critério bastante sensível na captura desses 
pacientes (Vincent et al., 2006). 
Embora tenha ocorrido um rápido progresso nos cuidados 
de saúde nas últimas décadas, a prevalência e a incidência de sepse têm 
aumentado ao longo dos últimos anos e continua sendo a maior ameaça 
à vida de pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) (Silva et al., 
2004; Martin, 2012). Em países europeus desenvolvidos e em 
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desenvolvimento, a sepse pode ocorrer entre 6% a 30% dos pacientes 
das UTIs (Vincent et al., 2006). Nos Estados Unidos, a incidência de 
sepse é estimada em 751.000 casos por ano, sendo que a idade dos 
pacientes está diretamente relacionada à mortalidade (Angus et al., 
2001). No Brasil, entretanto, os estudos epidemiológicos sobre a sepse 
ainda são escassos. Um estudo multicêntrico desenvolvido em cinco 
UTIs dos estados de Santa Catarina e São Paulo mostrou que a 
prevalência de sepse entre os pacientes internados na UTI foi de 16,7%. 
O mesmo estudo apontou uma incidência de 46,9% para sepse, 27,3% 
para sepse grave e 23% para choque séptico. Já as taxas de mortalidade 
foram de 33,9% para sepse, 46,9% para sepse grave e 52,3% para 
choque séptico (Carvalho e Trotta, 2003; Silva et al., 2004).  
O aumento nas taxas de incidência e de mortalidade 
relacionadas à sepse está interligado aos avanços médicos obtidos nesse 
período em que o número de pacientes tratados tem aumentado 
(Carvalho e Trotta, 2003). Apesar disso, trata-se de uma condição 
clínica com curso heterogêneo e a razão para este fato está relacionada a 
diferentes fatores como o agente etiológico, origem do sítio da infecção, 
estado de competência imunológica do paciente, entre outros (Takala et 
al., 2002). 
Em relação ao perfil bacteriano responsável pelos quadros 
de sepse, observou-se uma mudança nas últimas décadas, do ponto de 
vista epidemiológico. Entre 1960 e 1970, bactérias gram-negativas 
causavam a grande maioria dos quadros. A partir dos anos 1980, as 
bactérias gram-positivas também passaram a ter importância. 
Atualmente, a participação dos dois grupos bacterianos é similar 
(Bochud et al., 2001; Llewelyn e Cohen, 2001).  
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A identificação do sítio primário de infecção é ponto 
crítico no tratamento do paciente séptico (Tracey, 2010). Em 20 a 30% 
dos casos não é possível estabelecer o sítio de infecção, pois mesmo em 
pacientes em que um sítio é fortemente suspeito, grande parte apresenta 
culturas negativas. No entanto, a hemocultura positiva, que seria, em 
tese, prova irrefutável de infecção grave, aparece em apenas 30% dos 
pacientes com sepse (Matsuda et al., 2012). 
O sítio de infecção pode ser identificado em 92% de um 
total de 2.803 pacientes sépticos, como observado em um estudo 
prospectivo de Bochud e colaboradores (2001). Nele, também se 
observou que a frequência de infecção foi de 36% no pulmão, 20% no 
sangue, 19% na cavidade abdominal, 13% no trato urinário, 7% na pele 
e em partes moles e 5% em outros sítios. 
Contudo, é digno de nota que os dados acumulados na 
literatura, sobretudo a nacional, são restritos a estudos realizados em 
UTIs. A situação exata (dados clínicos e epidemiológicos) fora deste 
ambiente é ainda obscura. 
 
1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE 
 
O desenvolvimento de sepse após infecção não é 
determinado apenas pelo agente agressor, mas também por caracteres 
genéticos do indivíduo. Estes fatores combinados desencadeiam uma 
série de eventos imunológicos, metabólicos e hemodinâmicos que 
culmina com a sepse (Weighardt e Holzmann, 2007; Tracey, 2010; 
Martin, 2012).  
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 A quebra de barreiras anatômicas ou a simples redução da 
capacidade imunológica de um indivíduo possibilita a invasão 
microbiana (bactérias, vírus ou fungos) de tecidos. Cada micro-
organismo apresenta um caráter molecular próprio, denominado padrão 
molecular associado ao patógeno (PAMP) (Alberti et al., 2003; 
Hotchkiss e Nicholson, 2006; Hirota et al., 2012). Uma vez que invadem 
e multiplicam-se nos tecidos, esses patógenos são identificados pelas 
células dendríticas através de receptores que reconhecem padrões 
moleculares, sendo os mais conhecidos os receptores Toll-Like (TLR's). 
Uma vez identificados pelas células dendríticas – cuja função é 
apresentar antígeno aos linfócitos – é disparada a resposta imune 
adaptativa, com consequente liberação de citocinas, resultando em uma 
sequência de eventos bioquímicos e clínicos (Hanna, 2003; Weighardt e 
Holzmann, 2007; Matsuda et al., 2012). 
 
1.2.1 Envolvimento das citocinas na sepse 
 
O processo fisiopatológico da sepse inicia-se com a 
invasão ou infecção de um agente microbiano (bactérias, vírus ou 
fungos) (Sriskandan e Altmann, 2008). Na sepse pode ocorrer a 
liberação de endotoxinas, que são componentes da parede celular de 
bactérias (Lipopolissacarídeos (LPS) em Gram-negativas; ácido teicoico 
em Gram-positivas) que correspondem aos principais desencadeadores 
da cascata inflamatória (Alberti et al., 2003; Hanna, 2003).  
As citocinas, por sua vez, são as protagonistas do 
emaranhado fisiopatológico da sepse. São peptídeos imunorreguladores 
pleomórficos produzidos pelo organismo, com atividades anti e 
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próinflamatórias (Wheeler e Bernard, 1999). Em resposta às 
endotoxinas, ocorre a liberação de inúmeras citocinas, tais como o fator 
de necrose tumoral (TNF-) e a interleucina-1 beta (IL-1), estimulando 
intensa resposta celular, com liberação de mediadores secundários, 
como outras citocinas (IL-6, IL-8), fatores de complemento e espécies 
reativas de oxigênio (ERO) (Engel et al., 2007; Jean-Baptiste, 2007). 
Estes mediadores inflamatórios são responsáveis pela reativação das 
células fagocitárias e da cascata inflamatória, formando, assim, um ciclo 
vicioso. Concomitantemente, promovem vasodilatação sistêmica, 
contribuindo para a hipotensão refratária a vasoconstritores, 
hipoperfusão tecidual, estresse oxidativo e lesão tecidual e orgânica 
(Engel et al., 2007). Dessa forma, fica evidente que existe uma 
complexa interação desses componentes, pois são responsáveis por 
deflagrar a sepse e sua manutenção e, paradoxalmente, são também 
agentes que debelam o processo (Jean-Baptiste, 2007; Sriskandan e 
Altmann, 2008; Kasten et al., 2010; Ogiku et al., 2012). 
Em animais, após a administração de LPS, a produção de 
TNF-α é ativada e pode ser rapidamente detectada no plasma (entre 60 e 
90 minutos após a administração). Já a IL-1β induz a produção e 
liberação de IL-6 (Ogiku et al., 2012). A IL-6, por sua vez, também é 
um marcador da gravidade da sepse, pois já foi descrito que níveis 
elevados de IL-6 e IL-8 são preditores no prognóstico da doença e estão 
associados com a disfunção de múltiplos órgãos e a mortalidade precoce 
e tardia (Bozza et al., 2007). 
Os efeitos biológicos causados pela liberação de citocinas 
refletem no sistema nervoso central (SNC) como febre e ativação do 
eixo hipotálamo-pituitário-adrenal (HPA) (Sharshar et al., 2010). As 
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interações recíprocas entre o SNC e o sistema imune são consideradas 
um dos componentes principais da resposta inflamatória à sepse, 
resultando em alterações nos sistemas neuroendócrino, autonômico e 
comportamental (Gordon et al., 2004; Sharshar et al., 2010). Neste 
contexto, foi demonstrado que pacientes sobreviventes à sepse 
apresentam um déficit cognitivo a longo prazo, incluindo alterações na 
memória, atenção, na concentração e/ou na perda global da função 
cognitiva (Granja et al., 2004; Hopkins et al., 2004; Jackson et al., 
2004).  
Estes achados, somados a inúmeros outros encontrados na 
literatura, demonstram a importância e o envolvimento das citocinas no 
processo fisiopatológico da sepse. 
 
1.2.2 Alterações oxidativas e disfunção mitocondrial na sepse 
 
 Na sepse, o TNF- per se é responsável pela produção 
excessiva de espécies reativas, além de ser um dos fatores 
desencadeadores da ativação do fator nuclear kappa B (NF-B), que, 
somados, podem induzir o estresse oxidativo (Galley, 2011; Bozza et 
al., 2013). Dessa forma, quando existe um desequilíbrio entre a geração 
de ERO e as defesas antioxidantes, ocasionando um potencial dano 
oxidativo em todas as biomoléculas – incluindo lipídios, proteínas e o 
ácido desoxirribonucleico (DNA) – tem-se o estado conhecido como 
estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 1999; Dalle-Donne et al., 
2006). 
 O alvo celular primário do estresse oxidativo pode variar 
conforme o tipo celular, as ERO geradas, o sítio de geração (intra ou 
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extracelular) e a proximidade do oxidante à estrutura celular. O ataque 
das ERO aos lipídios das membranas desencadeia um processo 
conhecido como lipoperoxidação, formando produtos secundários, 
incluindo o malondialdeído (MDA) (Urso e Clarkson, 2003). As ERO 
podem modificar a conformação química inicial dos ácidos graxos 
polinsaturados e, consequentemente, alterar a coesão, fluidez e 
permeabilidade das membranas e funções metabólicas das células 
(Chihuailaf et al., 2002). Por outro lado, a oxidação direta de proteínas 
por ERO produz derivados carbonilados altamente reativos, resultando 
na oxidação das cadeias laterais de diversos aminoácidos (Dalle-Donne 
et al., 2006). Adicionalmente, a quantificação dos níveis de proteínas 
carboniladas apresenta uma vantagem sobre os produtos da 
lipoperoxidação como marcador de dano oxidativo, pois as proteínas 
oxidadas geralmente são mais estáveis (Dalle-Donne et al., 2003). 
 Todas as células aeróbicas podem sofrer dano oxidativo. 
Porém, o cérebro é particularmente suscetível, pois utiliza altas taxas de 
oxigênio, quando comparado a outros órgãos, suas defesas antioxidantes 
são modestas, as mitocôndrias geram ânion superóxido, bem como as 
membranas neuronais são ricas em ácidos graxos polinsaturados. Dessa 
forma, os produtos da lipoperoxidação podem causar dano cerebral 
(Halliwell, 1987).  
 Além disso, o cérebro desenvolve uma intensa atividade 
metabólica, mas possui uma pequena reserva energética em relação ao 
grande consumo de glicose, existindo assim, uma necessidade contínua 
de substratos energéticos (Berg et al., 2004). Neste ambiente, a 
mitocôndria é a organela responsável pelos processos de respiração 
celular e síntese de trifosfato de adenosina (ATP). Em sua matriz estão 
31 
as enzimas envolvidas no ciclo de Krebs, à exceção da enzima succinato 
desidrogenase, que fica ligada à membrana interna, juntamente com os 
complexos enzimáticos envolvidos no transporte de elétrons e na 
fosforilação oxidativa (Devlin e Michelacci, 2003). Neste contexto, 
outro componente essencial ao metabolismo energético cerebral é a 
enzima creatina quinase (CK), a qual funciona como uma fonte auxiliar 
na produção de ATP, colaborando para o tamponamento energético 
celular (Crouser et al., 2004). 
 Diversos estudos em modelos animais in vivo e in vitro 
têm consistentemente relatado que as mitocôndrias são o principal alvo 
de lesões, tanto em órgãos sistêmicos quanto no SNC, durante a fase 
aguda da sepse (Davies et al., 2005; Berg et al., 2011). Também são 
demonstradas reduções significativas na atividade dos complexos I, III e 
IV da cadeia respiratória (Davies et al., 2005; Frost et al., 2005; Birden 
et al., 2012). Entretanto, uma redução na disponibilidade de energia no 
cérebro pode comprometer a síntese de neurotransmissores e lipídios (Di 
Donato, 2000). Uma deficiência no funcionamento normal da cadeia 
respiratória mitocondrial pode levar a uma rápida queda na produção de 
ATP, justificando a morte celular (Remick, 2007; Howell et al., 2011). 
Dessa forma, o metabolismo do oxigênio está comprometido na sepse e 
a reperfusão causa o aumento da produção de ERO e está associada ao 
estresse oxidativo, com consequente dano tecidual (Brealey et al., 2004). 
 Todavia, sabendo-se que o cérebro pode ser um dos 
primeiros órgãos afetados na sepse e que durante a resposta 
inflamatória, ERO são produzidas e iniciam a lipoperoxidação neste 
tecido, levando à disfunção mitocondrial e resultando na apoptose 
neuronal (Wilson e Young, 2003; Ebersoldt et al., 2007; Berg et al., 
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2011; Birden et al., 2012). Dessa forma, torna-se cada vez mais evidente 
o possível envolvimento de danos oxidativos e de alterações energéticas 
na neurobiologia do dano cognitivo observado em ratos sépticos 
sobreviventes, assim como na fisiopatologia da sepse. 
 
1.2.3 Níveis de acetilação/desacetilação de histonas na sepse 
 
 Outro componente que pode estar envolvido no cenário 
fisiopatológico da sepse é o controle dos níveis de 
acetilação/desacetilação de histonas. Inicialmente, as histonas foram 
consideradas componentes meramente estruturais, que reúnem uma 
grande quantidade de DNA genômico facilmente acomodada pelo 
núcleo das células. Porém, atualmente são reconhecidas pelo seu 
envolvimento na manutenção do equilibrio dinâmico da cromatina 
(Margeron et al., 2005), atuando como uma matriz na qual o DNA se 
enovela (Drummond et al., 2005). 
 As caudas N-terminal das histonas estão sujeitas a uma 
variedade de modificações por ligações covalentes pós-traducionais 
(Peterson e Laniel, 2005). Algumas destas modificações estão 
associadas a genes ativos (acetilação), enquanto outras estão 
relacionadas tanto a genes ativos quanto a genes silenciosos (metilação) 
(Mellor, 2006). A acetilação – modificação mais extensivamente 
estudada – é controlada pela ação de duas enzimas: a histona 
acetiltransferase (HAT) e a histona desacetilase (HDAC), que 
influenciam na transcrição gênica por acrescentar (acetilação) ou 
remover (desacetilação), respectivamente, grupos acetil de um 
aminoácido ε-N-acetil-lisina em uma histona. Dessa forma, a acetilação 
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da histona está ligada à atividade transcrissional, enquanto a 
desacetilação está associada com a inativação da transcrissão gênica 
(Langley et al., 2005). 
 A desregulação e atividade aberrante de HAT e HDAC 
têm sido implicadas na oncogênese e também nos danos ao SNC 
(Kazantsev e Thompson, 2008). Langley e colaboradores (2005) 
demonstraram que o aumento da atividade de HDACs parece estar 
envolvido na disfunção e degeneração neuronal. A inibição de HDACs é 
considerada uma estratégia terapêutica para o câncer, visto que os 
inibidores destas enzimas podem agir em vários processos que estão 
desregulados em células neoplásicas (Drummond et al., 2005).  
 A diferenciação e a morte celular são os principais efeitos 
induzidos pelos inibidores de HDACs, tais como o valproato de sódio 
(VPA), a tricostatina A (TSA) e o butirato de sódio (SB). Estudos 
demonstraram que o SB pode induzir apoptose através da 
hiperacetilação de histonas (inibição de HDACs) (Gottlicher et al., 
2001; Miller et al., 2003; Sun et al., 2008; Wu et al., 2008). 
Interessantemente, os inibidores de HDACs também regulam 
positivamente a expressão gênica implicada na programação epigenética 
associada à regulação do comportamento e da cognição (Kim et al., 
2001; Li et al., 2009; Machado-Vieira et al., 2010). Adicionalmente, o 
envolvimento de mecanismos epigenéticos é sugerido em inúmeras 
doenças neurodegenerativas cerebrais, transtornos psiquiátricos e 
doenças inflamatórias (MacDonald e Roskams, 2009; Zhang e Meaney, 
2010). Além disso, a organização da cromatina parece desempenhar um 
papel importante na regulação da expressão dos genes envolvidos no 
processo inflamatório (Pan et al., 2007).  
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 Na sepse, pode ocorrer um desequilíbrio na acetilação de 
histonas e o uso de inibidores de HDACs pode reverter esta condição, 
reduzindo a liberação de TNF- e IL-1, exercendo, portanto, efeito 
anti-inflamatório (Blanchard e Chipoy, 2005; Leoni et al., 2005; Li et 
al., 2009, 2011). Corroborando os achados acima, outros estudos 
utilizando modelos animais de sepse mostraram que SB e TSA 
diminuíram os níveis de TNF- e IL-1 e IL-6 (Cao et al., 2008; Li et 
al., 2009).  
 Evidências da literatura têm demonstrado que há dano 
cognitivo, sobretudo em fase tardia, em ratos sobreviventes à sepse 
(Barichello et al., 2006; Comim et al., 2011). Entretanto, ainda não 
existem estudos publicados relacionando as alterações inicias ou tardias 
na atividade de HDACs em cérebro de ratos sépticos sobreviventes e 
suas implicações no dano cognitivo tardio. 
 
1.2.4 Proteínas quinases ativadas por mitógeno na sepse  
 
 Apesar dos conhecimentos atuais de alguns precursores 
celulares que modulam a lesão neuronal relacionados à inflamação, os 
mecanismos neurobiológicos que culminam em dano cognitivo não 
estão completamente estabelecidos. Neste contexto, as proteínas 
quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) constituem as vias mais 
importantes da transdução do sinal, da superfície celular ao núcleo. Elas 
estão implicadas na proliferação, diferenciação e morte celular (Sweatt, 
2001).  
 As MAPKs constituem uma cascata em que cada membro 
ativa outro por fosforilação dos resíduos treonina e/ou tirosina (Waetzig 
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e Schreiber, 2003; Cuschieri e Maier, 2005). Na extremidade da cadeia 
encontram-se as MAPKs controles e a cascata clássica consiste da 
ativação de três proteínas quinases intracelulares, que se inicia quando o 
primeiro membro, MAPK quinase quinase (MAPKKK), é ativado. A 
MAPKKK é uma proteína quinase que fosforila e ativa MAPK quinase 
(MAPKK) e essa ativação é seguida pela ativação de uma MAPK 
específica. Dessa maneira, as MAPKs ativam numerosas proteínas 
quinases, proteínas nucleares e fatores de transcrição, levando a uma 
transdução do sinal (Figura 1) (Pearson e Prozialeck, 2001; Waetzig e 
Schreiber, 2003; Cuschieri e Maier, 2005).  
 
 
 
Figura 1: Proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) implicadas 
na proliferação, diferenciação celular, inflamação e apoptose. Adaptado de 
Jean-Baptiste (2007).  
 
 Segundo Pearson e Prozialeck (2001), as MAPKs são 
divididas em três grandes grupos: 1) proteínas quinases reguladas por 
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sinais extracelulares (ERK1/2); 2) proteínas quinases c-Jun NH2-
terminal (JNK1/2) e 3) proteínas quinases p38MAPK. As MAPKs 
fosforilam e regulam um amplo espectro de substratos, incluindo fatores 
de transcrição, elementos do citoesqueleto e outras proteínas quinases, 
atuando como controladoras de processos complexos – embriogênese, 
diferenciação, proliferação e morte celular –, além dos fenômenos de 
plasticidade neural (Pearson e Prozialeck, 2001; Kanayama e Miyamoto, 
2007). Juntamente com o NF-
celular ao estresse e à inflamação (Waetzig e Schreiber, 2003). 
  A ERK foi a primeira proteína da família das MAPKs a ser 
identificada, apresentando-se sob duas isoformas, ERK1 e ERK2. Esta 
proteína está envolvida na proliferação, transformação e diferenciação 
celular (Liu et al., 2007). Sua cascata é ativada por diferentes mitógenos, 
incluindo citocinas, insulina, hormônios e neurotransmissores, em 
resposta a endotoxinas, estresse oxidativo e aderência por células do 
sistema imune inato, como monócitos e macrófagos (Park et al., 2002; 
Lee et al., 2005). 
  A JNK foi identificada como uma proteína quinase ativada 
por estresse e por isso é também conhecida por proteína quinase ativada 
por estresse (SAPK). Ela é ativada por vários estímulos que também 
ativam a p38MAPK, como LPS, TNF-, IL-1 e radiação ultravioleta 
(Kyriakis e Avaruck, 2001). Embora os efeitos da JNK ainda não 
estejam bem compreendidos, esta desempenha um importante papel na 
expressão de TNF- e óxido nítrico sintase (NOS) em macrófagos e 
monócitos e ainda, na proliferação de células T e produção de IL-2 
(Lahti et al., 2003).  
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  A p38MAPK é ativada, conforme supracitado, em resposta 
a estresses fisiológicos, LPS, exposição a raios ultravioleta, citocinas 
inflamatórias e fatores de crescimento e participa na cascata de 
sinalização que controla respostas celulares a citocinas e estresses (Lahti 
et al., 2003). Adicionalmente, foi demonstrado que inibidores de 
p38MAPK aumentam a sobrevivência em modelo animal de sepse e 
diminuem os níveis de TNF- em plasma de pacientes sépticos (Park et 
al., 2002; Lee et al., 2005).  
  Estes achados, aliados ao pouco entendimento sobre os 
níveis de fosforilação das proteínas quinases na sepse (em diferentes 
tempos), demonstram a necessidade de uma melhor compreensão sobre 
os alvos celulares que possam estar relacionados com o dano cognitivo 
apresentado pelos pacientes. 
 
1.3 SEPSE E SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
 
 A microcirculação cerebral é regulada pela barreira 
hematoencefálica (BHE), uma barreira física e metabólica localizada 
entre o tecido cerebral e o sangue, que impede a passagem e a troca de 
íons e moléculas orgânicas entre o plasma sanguíneo e o tecido nervoso, 
desempenhando um papel crucial na proteção do cérebro (Marchi et al., 
2004; de Boer e Gaillard, 2007; Weiss et al., 2009). Ao contrário do 
endotélio presente em outros tecidos corporais, que possui a 
característica de permeabilidade, o que forma a BHE é contínuo 
(Ballabh et al., 2004), fazendo com que o dano endotelial acarretado por 
mediadores inflamatórios sejam cada vez mais implicados na disfunção 
da integridade desta barreira (Wassmer et al., 2006). 
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  Na sepse e na SRIS, há alteração na permeabilidade da 
BHE e o processo inflamatório acaba afetando o SNC, causando 
mudanças nas funções fisiológicas cruciais à homeostase, levando à 
encefalopatia (Hotchkiss e Nicholson, 2006; Cauvi et al., 2012). 
Entretanto, cada vez mais se tem dado atenção à disfunção neurológica 
na sepse, tanto em sua fase aguda (encefalopatia), quanto em sua fase 
crônica (sequelas cognitivas em sobreviventes de sepse), tendo em vista 
que a ocorrência de encefalopatia está associada a maior mortalidade, 
maior permanência na UTI e maiores gastos com saúde (Wesley et al., 
2004).  
  A encefalopatia séptica é considerada uma disfunção 
cerebral devida à sepse, podendo ocorrer em 8-70% dos pacientes 
sépticos, dependendo dos critérios de inclusão empregados, sendo a 
encefalopatia mais comum nas UTIs (Remick et al., 2007; Hayakawa et 
al., 2013). O conceito de encefalopatia séptica como uma entidade que 
não possa ser explicada pela disfunção, hipotensão ou pela hipóxia 
hepática ou renal é relativamente novo. Porém, já está claro que a sepse 
e suas reações podem ser associadas a um amplo espectro de danos e 
disfunções cerebrais (Papadopoulos et al., 2000).  
  Embora a fisiopatologia da encefalopatia séptica ainda não 
esteja bem determinada, parece ter origem multifatorial. Diversos 
fatores de risco têm sido descritos e podem ser categorizados, como a 
condição pré-existente do paciente (idade, história de depressão, doença 
hepática, doença renal), condição aguda do paciente (sobredose de 
drogas e febre) e fatores iatrogênicos ou ambientais (uso de sedativos, 
alimentação enteral e cateter venoso central) (Ebersoldt et al., 2007).  
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  Um dos seus cenários fisiopatológicos é um processo 
inflamatório que inicia com ativação endotelial cerebral, que, devido às 
alterações na BHE, facilita a migração de leucócitos e mediadores 
inflamatórios no parênquima cerebral (Sharshar et al., 2010; Taccone et 
al., 2010). Os mediadores inflamatórios, portanto, são capazes de alterar 
o metabolismo celular, induzindo estresse oxidativo e disfunção 
mitocondrial, com consequentes alterações na neurotransmissão 
(serotoninérgica, adrenérgica e gabaérgica) e morte celular por apoptose 
(Sharshar et al., 2003; Messaris et al., 2004).  
  Além disso, as lesões cerebrais também podem aumentar a 
liberação de citocinas (Sharshar et al., 2010), visto que o TNF-α é um 
mediador chave produzido pelo cérebro durante a infecção e que está 
diretamente relacionado com o edema cerebral observado na sepse 
(Messaris et al., 2004). Neste contexto, foi relatado que fatores 
adicionais contribuem para este processo neuroinflamatório, tais como a 
liberação de aminoácidos excitatórios, hiperglicemia, exposição a 
agentes farmacológicos neurotóxicos, alterações na hemodinâmica e 
hipoxemia (Iacobone et al., 2009). De fato, Comim e colaboradores 
(2011) mostraram que, em um modelo animal de sepse, a produção de 
citocinas é um evento precoce e isto parece participar tanto da disfunção 
do SNC quanto das alterações na permeabilidade cerebral.  
  Em casos fatais de sepse, foi demonstrada a proliferação 
de astrócitos e microglia em córtex cerebral e múltiplas hemorragias na 
substância branca e disseminação de microabsessos (Jackson et al., 
2004; Remick et al., 2007). Nos sobreviventes, foram observadas 
redução do fluxo sanguíneo cerebral e disfunção da BHE (Descamps et 
al., 2003; Russel, 2006). Além destas manifestações neurológicas 
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agudas observadas em pacientes criticamente enfermos, foi mostrado 
que sobreviventes de terapia intensiva, incluindo pacientes sépticos, 
apresentam disfunções cognitivas em longo prazo, incluindo alterações 
na memória, atenção, concentração e/ou perda global da função 
cognitiva (Angus et al., 2001; Hopkins et al., 2004; Hough e Curtis, 
2005).  
  Neste contexto, o uso de modelos animais de sepse tem 
sido uma ferramenta para o avanço do conhecimento da fisiopatologia 
da sepse, bem como para o desenho de novas opções de tratamento 
(Messaris et al., 2004; Ritter et al., 2004; Barichello et al., 2006; Sun et 
al., 2008; Wu et al., 2008).  
 
1.4 MODELOS ANIMAIS DE SEPSE 
 
  A sepse apresenta etiologia diversa, o que dificulta a 
aplicação de um modelo que cubra todos os aspectos desta. Por isso, 
torna-se importante a escolha do modelo a ser usado. 
  O modelo de ligação e perfuração cecal (CLP) é relevante, 
do ponto de vista clínico, por mimetizar diversos aspectos da sepse 
polimicrobiana em humanos (Fink e Heard, 1990). Este modelo tem 
sido cada vez mais útil para o estudo das alterações neurológicas agudas 
e crônicas da sepse (Barichello et al., 2005a; 2006; Howell et al., 2011).  
  Adicionalmente, existem alterações agudas no SNC destes 
animais que podem participar no desenvolvimento de encefalopatia, 
incluindo estresse oxidativo (Barichello et al., 2006). Está descrito na 
literatura que animais sobreviventes de CLP apresentam diversos 
déficits cognitivos, mimetizando as alterações cognitivas de 
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sobreviventes de sepse (Barichello et al., 2005a; b; 2007a). Este modelo 
também tem sido utilizado para avaliação de tratamentos experimentais 
e no entendimento da fisiopatologia destas alterações tardias (Barichello 
et al., 2007b; Tuon et al., 2007).  
  Foi demonstrado que ratos sobreviventes à sepse 
apresentavam um dano cognitivo em 10 e 30 dias após a indução por 
CLP (Barichello et al., 2005a; b, 2007), porém 60 dias após, não foram 
observados estes déficits (Tuon et al., 2008). O uso de N-acetilcisteína 
(NAC) e desferroxamina (DFX) associados (Barichello et al., 2007) e 
facilitadores da memória como epinefrina, glicose, naloxone e 
glicocorticoide para memória aversiva (Tuon et al., 2008) e antagonista 
da acetilcolinesterase para memória de habituação (Comim et al., 2008) 
foram hábeis em reverter este dano cognitivo observado. 
  Sendo assim, a utilização de um modelo animal, aliado ao 
pouco entendimento dos mecanismos fisiopatológicos, permite um 
estudo mais aprofundado sobre a relação entre alterações metabólicas e 
inflamação, fundamentais para a disfunção orgânica associada à sepse e 
alterações do SNC nas fases iniciais e tardias da sepse.  
 
1.5 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS DA SEPSE 
 
  Embora, nos últimos anos, tenha havido uma grande 
quantidade de investigações e de relatos sobre sepse, SRIS e síndromes 
correlatas e do indiscutível melhor entendimento sobre as suas 
respectivas fisiopatologias, a abordagem terapêutica inicial da sepse 
continua sendo predominantemente de suporte (Carvalho e Trotta, 
2003).  
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  O objetivo fundamental do tratamento do paciente séptico 
é a manutenção de um suporte metabólico e cardiorrespiratório que 
permita manter o paciente vivo até a sua recuperação integral (Dellinger 
et al., 2008). O controle definitivo do agente infeccioso é imperativo no 
tratamento e, para isso, a terapêutica é a administração de antibióticos, 
reposição de fluidos e agentes vasopressores, ventilação mecânica e 
controle da febre (Rivers et al., 2005). 
  Apesar de todos estes esforços, o resultado ainda é 
insuficiente, uma vez que a mortalidade pode chegar a 60%, mesmo 
com um investimento de 20 bilhões de dólares por ano (Angus et al., 
2001). Os agentes que se ligam ou que neutralizam os componentes da 
parede celular bacteriana ou aqueles que modulam a resposta imediata 
do hospedeiro a esses produtos tóxicos não se mostraram muito válidos 
para o tratamento da sepse (Carvalho e Trotta, 2003). Por outro lado, a 
estratégia terapêutica de utilização de inibidores da NOS não está 
suficientemente testada em humanos e nenhuma correlação entre seus 
efeitos hemodinâmicos e a taxa de sobrevida na sepse foi estabelecida 
(Rivers et al., 2001; Leentjens et al., 2012). Por isso, vem sendo 
desenvolvida uma terapêutica suplementar com diversos agentes, tais 
como insulinoterapia, anti-TNF- rthur et al., 
2000; Van den Berghe et al., 2001; Paterson et al., 2003; Ritter et al., 
2004; Matsuda et al., 2012). 
  A sepse, portanto, é uma síndrome que pode acometer 
múltiplos sistemas orgânicos e o diagnóstico precoce atrelado ao 
controle inicial das manifestações clínicas tornam-se indispensáveis para 
melhorar o prognóstico desta (Fink e Heard, 1990; Reinhart e Karzai, 
2001). Dessa forma, um melhor entendimento da fisiopatologia da sepse 
43 
através de trabalhos científicos pode fornecer dados preliminares e 
novos protocolos experimentais de tratamento, para serem 
posteriormente validados em ensaios clínicos e empregados na prática 
médica.  
 
1.6 JUSTIFICATIVA 
 
  Considerando que sobreviventes sépticos (pacientes e 
modelos animais) apresentam déficit cognitivo e alterações 
neuroquímicas, especula-se que os parâmetros inflamatórios, oxidativos 
e de metabolismo energético, a atividade de HDACs e os níveis de 
fosforilação de proteínas MAPKs estejam envolvidos na fisiopatologia 
da sepse, sobretudo do dano cognitivo. Sendo assim, este estudo 
investigou tais parâmetros nas fases iniciais e tardias da sepse, 
objetivando contribuir na elucidação dos mecanismos bioquímicos 
responsáveis pelas alterações cognitivas presentes nesta condição 
clínica. 
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2 OBJETIVOS  
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar parâmetros neuroquímicos e comportamentais em 
fases iniciais e tardias em ratos submetidos ao modelo animal de sepse 
induzido por CLP. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
1) Avaliar os níveis das citocinas IL1 IL-6 e TNF- no 
fluido cerebroespinal de ratos Wistar submetidos ao modelo 
animal de sepse em 30 e 60 dias após a indução por CLP; 
2) Avaliar os níveis de TBARS e a carbonilação de proteínas 
em córtex pré-frontal, hipocampo, estriado e córtex de ratos 
Wistar submetidos ao modelo animal de sepse em 30 e 60 
dias após a indução por CLP; 
3) Avaliar a atividade dos complexos enzimáticos (I, II, II-III 
e IV) da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e a 
atividade da enzima CK em córtex pré-frontal, hipocampo, 
estriado e córtex de ratos Wistar submetidos ao modelo 
animal de sepse em 30 e 60 dias após a indução por CLP; 
4) Avaliar os efeitos da administração de SB sobre a memória 
aversiva de ratos Wistar submetidos ao modelo animal de 
sepse 10 dias após a indução por CLP; 
5) Avaliar a atividade de histonas desacetilases após a 
administração de SB em córtex pré-frontal, hipocampo, 
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estriado e córtex de ratos Wistar submetidos ao modelo 
animal de sepse em 24 horas e 10 dias após a indução por 
CLP; 
6) Avaliar os níveis de fosforilação das proteínas ERK1/2, 
JNK1/2 e p38MAPK em hipocampo de ratos Wistar 
submetidos ao modelo animal de sepse em 24 horas e 10 
dias após a indução por CLP. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Este estudo foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas 
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 
(CONCEA) para pesquisas utilizando animais. O projeto foi aprovado 
pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense (protocolo 01/2012) (anexo A). Todos os 
cuidados foram adotados para evitar ou minimizar o sofrimento dos 
animais durante os experimentos. 
 
3.1 ANIMAIS 
 
Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar machos, 
adultos (60 dias), pesando 250-300g, procedentes do biotério da 
UNESC. Em cada caixa foram acondicionados no máximo cinco 
animais, com comida e água ad libitum, mantidos em ambiente com 
temperatura entre 18 e 22º C e umidade relativa entre 55 e 65%, num 
ciclo de 12 horas claro-escuro (7h às 19h). Os procedimentos cirúrgicos 
foram sempre realizados no período da manhã, com início às 8h. 
 O tamanho amostral baseou-se em estudos anteriores 
(Papadopoulos et al., 2000; Ritter et al., 2004) e o índice de mortalidade 
da sepse e da cirurgia estereotáxica foi de 20%. Este estudo utilizou um 
total de 140 para conseguir um tamanho amostral significativo, mesmo 
com a eventual perda de animal durante a execução dos experimentos. 
Utilizou-se o máximo de estruturas de um único animal para as análises 
bioquímicas, a fim de se reduzir a quantidade de animais utilizados. 
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Após os experimentos, os animais foram eutanasiados com 
o uso de guilhotina e sem anestesia, sob estrita obediência às Diretrizes 
para a Prática de Eutanásia (CONCEA, 2013). O descarte foi feito por 
acondicionamento em saco branco leitoso, identificados como “lixo 
infectante” e levados para um freezer de resíduos localizado no biotério 
desta instituição para a conservação até o momento da coleta por uma 
empresa terceirizada, para tratamento e disposição final, conforme RDC 
nº 306/2004 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 
 
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
Este estudo foi dividido em três fases experimentais – 
Experimento I, Experimento II e Experimento III. 
 
3.2.1 Experimento I 
 
Este experimento teve como foco de estudo a 
determinação de parâmetros inflamatórios, oxidativos e metabólicos em 
ratos Wistar submetidos à sepse, em 30 e 60 dias após a indução por 
CLP. 
Os animais foram submetidos à sham ou sepse 30 e 60 
dias, com n=12 por grupo (Sham, Sepse 30 e Sepse 60). Após, os 
animais foram eutanasiados com o uso de guilhotina e o cérebro foi 
removido e dissecado em córtex pré-frontal (região mais frontal do 
córtex, relacionada à memória e emoção), hipocampo, estriado e córtex 
(região mais externa do cérebro, que interliga outros sistemas, com 
funções sensoriais e motoras) para posteriores análises bioquímicas. O 
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líquor de 15 animais (5 sham, 5 sepse 30 e 5 sepse 60 dias) escolhidos 
aleatoriamente foi retirado por estereotaxia, para posterior análise dos 
níveis de citocinas. 
 
3.2.2 Experimento II 
 
 Este experimento teve como foco de estudo os efeitos da 
administração de SB sobre o dano cognitivo tardio (10 dias) e a 
atividade de HDACs em ratos Wistar submetidos à sepse, em 24 horas e 
10 dias após a indução por CLP.  
Os animais foram submetidos à sham ou sepse 24 horas e 
10 dias, com n=12 por grupo, com seis grupos no total (Sham, Sepse e 
Sepse+SB – 24 horas e Sham, Sepse e Sepse+SB – 10 dias). Por meio 
de cirurgia estereotáxica, 5 L de SB (inibidor de histonas desacetilases) 
ou fluido cerebroespinal artificial (ACSF) foram injetados no ventrículo 
lateral cerebral dos animais. Após, os animais foram eutanasiados com o 
uso de guilhotina e o cérebro foi removido e dissecado em córtex pré-
frontal, hipocampo, estriado e córtex, para posterior análise bioquímica. 
O teste de esquiva inibitória foi realizado somente 10 dias após a 
indução de sepse. 
 
3.2.3 Experimento III 
 
 Este experimento teve como foco de estudo a 
quantificação dos níveis de fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK1/2 
e p38MAPK por Western blotting em ratos Wistar submetidos à sepse, 
em 24 horas e 10 dias após a indução por CLP. 
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Os animais foram submetidos à sham ou sepse 24 horas e 
10 dias, com n=05 por grupo. Após, os animais foram eutanasiados com 
o uso de guilhotina e o hipocampo foi retirado para posterior análise 
bioquímica. 
 
3.3 INDUÇÃO DE SEPSE  
 
A sepse intra-abdominal foi induzida usando a técnica de 
CLP, conforme previamente descrito por Fink e Heard (1990). Os ratos 
foram anestesiados intraperitonealmente (i.p) com uma mistura de 
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), sendo submetidos à 
laparotomia com incisão mediana abdominal. O ceco foi ligado logo 
abaixo da junção íleo-cecal com fio seda 3-0, mantendo assim, a 
continuidade intestinal. O ceco foi perfurado com uma agulha número 
14 na face antimesentérica e foi gentilmente comprimido até a extrusão 
de conteúdo fecal. Os planos cirúrgicos foram fechados e os ratos foram 
observados na caixa de recuperação durante duas horas.  
O grupo sepse recebeu “suporte básico” – salina (50 
mL/kg) imediatamente e 12 horas após CLP, mais ceftriaxona (30 
mg/kg) e clindamicina (25 mg/kg) – a cada seis horas, durante três dias. 
Como controle (Sham), foram utilizados animais submetidos à 
laparotomia, com manipulação do ceco, mas sem ligação ou perfuração. 
O grupo Sham recebeu somente salina (50 mL/kg), imediatamente e 12 
horas após a cirurgia, e o volume de salina correspondeu à 
administração antibiótica ao grupo CLP.  
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Após o procedimento cirúrgico, todos os animais 
receberam uma injeção intramuscular (i.m) de 80 mg/kg de dipirona 
sódica para analgesia (Prado e Pontes, 2002). 
 
3.4 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA  
 
 Os animais foram anestesiados com uma injeção 
intramuscular de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). No 
aparelho estereotáxico, a pele da região do crânio do rato foi removida 
para a implantação da cânula guia (27 gauge 9 mm) 1 mm acima do 
ventrículo lateral, de acordo com Paxinos e Watson (1986). A cânula foi 
colocada mediante as seguintes coordenadas: 0,9 mm posterior ao 
bregma; 1,5 mm lateral direita do bregma; sendo a cânula implantada à 
3,3 mm de profundidade no ventrículo (Paxinos e Watson, 1986). A 
fixação da cânula foi feita com cimento acrílico, não tendo contato com 
a pele do animal, evitando dor e sofrimento.  
O inibidor de HDACs usado neste estudo foi o butirato de 
sódio (SB, Sigma, St Louis, MO, USA). O SB foi dissolvido no ACSF e 
injetado num volume de 5 L, na dose de 10 mM, diretamente no 
ventrículo, logo após a implantação da cânula e antes da indução de 
sepse por CLP. Os grupos controles receberam ACSF intracerebral. A 
concentração de SB e o volume da administração foram escolhidos com 
base nos estudos prévios de Wang e colaboradores (2008) e Arent e 
colaboradores (2011). 
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3.5 ESQUIVA INIBITÓRIA 
 
Os animais foram submetidos ao teste de esquiva 
inibitória, o qual avalia a memória aversiva, conforme previamente 
descrito por Roesler e colaboradores (1999). 
 O equipamento utilizado para o teste consiste em uma 
caixa de acrílico (50 x 25 x 25 cm), na qual o piso é formado por barras 
paralelas de metal (1 mm de diâmetro). Os espaços entre as barras 
medem 1 cm e a plataforma na parede esquerda do aparelho tem 7 cm de 
largura e 2,5 cm de altura.  
 A sessão treino foi realizada 10 dias após a indução de 
sepse. Os animais foram gentilmente colocados sobre a plataforma e o 
tempo de latência – tempo que o animal levou para descer com as quatro 
patas da plataforma – foi cronometrado. Imediatamente após descer da 
plataforma (com as quatro patas), os animais receberam um choque de 
0.4 mA, durante dois segundos. Após 24 horas da sessão treino, os 
animais foram submetidos à sessão teste, onde foram novamente 
colocados sobre a plataforma e o tempo de latência foi cronometrado 
(máximo 180 segundos), porém, sem a administração do choque. A 
latência é um parâmetro clássico de retenção de memória e o intervalo 
entre o treino e o teste foi de 24 horas para avaliar a memória de longa 
duração (Izquierdo et al., 1998; Roesler et al., 1999). 
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3.6 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  
 
3.6.1 Quantificação de citocinas 
 
 Citocinas pró e anti-inflamatórias foram determinadas com 
o uso de kits comerciais (Peprotech
®
 e Life Technologies
®
) por meio de 
amostras de líquor diluídas 10 vezes em tampão fosfato salina (PBS). 
Anticorpos de captura (13 mL, contendo 0,1% de azida sódica) foram 
diluídos em PBS, adicionados em cada poço da placa e incubados 
overnight, na temperatura de 4°C. Após este período, os poços foram 
lavados por quatro vezes com tampão de lavagem (0,05% Tween 20 
(Sigma, St Louis, MO, USA) em PBS, pH 7,2). Posteriormente, as 
albumina bovina sérica (BSA) em PBS, pH 7,2) e incubadas por quatro 
horas em temperatura ambiente. Após o término da incubação, os poços 
foram novamente lavados, conforme descrito anteriormente. 
 Após as lavagens, 100 μL de amostras e/ou padrões 
diluídos previamente em solução padrão de diluição (0,05% de Tween 
20; 0,1% de BSA em PBS, pH 7,2) foram adicionados aos poços. As 
placas foram cobertas e novamente incubadas overnight (a 4°C). Após 
este período, os poços foram lavados e adicionados 100 μL dos 
anticorpos de detecção TNF-α, IL-1 e IL-6, previamente diluídos em 
solução padrão de diluição. As placas foram incubadas por duas horas 
em temperatura ambiente. Os poços foram lavados e após o processo de 
lavagem, 100 μL do polímero esptreptavidina peroxidase (1:250, Sigma, 
St Louis, MO, USA) foram adicionados aos poços, sendo as placas 
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cobertas por papel alumínio e incubadas durante 30 minutos, em 
temperatura ambiente. 
 Após a incubação, os poços foram lavados cinco vezes 
com o tampão de lavagem e 100 μL da solução substrato TMB 
(3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina, Sigma, St Louis, MO, USA) foram 
adicionados, seguido de incubação por mais 30 minutos em temperatura 
ambiente, evitando contato direto com a luz. A reação foi interrompida 
com a adição de 50 μL de solução de ácido clorídrico 2N (HCl, Vetec) 
sobre os poços, reação esta caracterizada por mudança de coloração 
azulada para amarelada Imediatamente após, as placas foram lidas em 
espectrofotômetro, utilizando filtro de 450 nm. 
 
3.6.2 Medida de dano oxidativo a lipídios 
 
 Como indício de peroxidação lipídica foi medido os níveis 
de TBARS durante uma reação ácida aquecida, conforme previamente 
descrito por Draper e Hadley (1990). As amostras obtidas foram 
misturadas com ácido tricloroacético 10% e ácido tiobarbitúrico, 
fervidas por 30 minutos e após, a quantidade de TBARS foi determinada 
espectrofotometricamente na absorbância de 532 nm. 
 
3.6.3 Medida de dano oxidativo a proteínas 
 
 O dano oxidativo em proteínas foi determinado pelos 
níveis de grupos carbonila, conforme previamente descrito por Levine e 
colaboradores (1990). As amostras obtidas foram precipitadas e as 
proteínas dissolvidas com dinitrofenilidrazina (DNPH). Os grupos 
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carbonila foram quantificados no espectrofotômetro na absorbância de 
370 nm. 
 
3.6.4 Atividade dos complexos enzimáticos da cadeia respiratória 
mitocondrial 
 
 A atividade do complexo I foi determinada de acordo com 
Cassina e Radi (1996) pela leitura da taxa de NADH-dependente da 
redução do ferricianeto a 420 nm. 
 A atividade do complexo II foi avaliada pelo método 
descrito por Fischer e colaboradores (1985), onde o meio de incubação 
foi constituído de fosfato de potássio (40 mM, pH 7,4), succinato de 
sódio (16 mM) e 2,6-dicloroindofenol (DCIP) (8 mM). Inicialmente 
foram pré-incubados com 40-80 mg de proteínas do homogeneizado, a 
30ºC, durante 20 minutos. Depois, foram adicionados ao meio 4 mM de 
azida sódica e 7 mM de rotenona e a reação se iniciou com adição de 40 
M de DCIP. As absorbâncias foram registradas durante 5 minutos, a 600 
nm.  
 A atividade do complexo II-III foi determinada de acordo 
com Fischer e colaboradores (1985), em que o meio de reação, 
constituído de fosfato de potássio (40 mM, pH 7,4), contendo succinato 
de sódio (16 mM), foi pré-incubado com 40-80 mg de proteínas do 
homogeneizado, a 30ºC, durante 30 minutos. Em seguida, foram 
adicionados 4 mM de azida sódica e 7 mM de rotenona e a reação se 
iniciou pela adição de 0,6 mg/mL de citocromo c. As absorbâncias 
foram registradas durante 5 minutos, a 550 nm. 
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 A atividade do complexo IV (citocromo c oxidase) foi 
determinada de acordo com Rustin e colaboradores (1994) onde o meio 
de incubação foi composto por tampão fosfato de potássio (10 mM, pH 
7,0), dodecil-maltisídeo (0,6 mM) e 10-20 mg de proteínas 
(homogeneizado). A reação foi iniciada com a adição de 0,7 mg de 
citocromo c reduzido. A atividade do complexo IV foi medida a 25ºC, 
durante dez minutos. A atividade da citocromo c oxidase foi medida 
pelo decréscimo na absorbância devido à oxidação de citocromo c 
previamente reduzido. As leituras foram feitas em 550 nm.  
 
3.6.5 Atividade da CK 
 
 A atividade da CK foi determinada em homogeneizado de 
tecido (1:10, p/v) em solução salina. O homogeneizado foi centrifugado 
a 800 giros, durante 10 minutos e o sobrenadante foi armazenado na 
temperatura de –80
o
C para determinação da atividade enzimática. 
 O meio de incubação para dosagem da creatina quinase foi 
composto por fosfocreatina, ADP e glutationa reduzida. A formação de 
creatina foi medida por um método colorimétrico de acordo com Hughes 
e colaboradores (1962). As frações citosólica e mitocondrial da creatina 
quinase foram separadas por centrifugação (Ramirez e Jimenez, 2000). 
 
3.6.6 Dosagem de proteínas 
 
  As proteínas totais foram determinadas pelo método de 
Lowry e colaboradores (1951) e a albumina bovina sérica (BSA) foi 
utilizada como padrão. 
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3.6.7 Atividade de histonas desacetilases 
 
 Os extratos nucleares para analisar a atividade de HDACs 
foram obtidos com o uso de kit (detecção fluorométrica), de acordo com 
as instruções do fabricante (Upstate, USA). Em seguida, 5 μL de extrato 
nuclear foram misturados com 5 μL de tampão substrato para análise de 
HDAC em uma placa com 384 poços e incubadas a 30˚C, durante 45 
minutos.  
 Concomitantemente, uma curva padrão foi preparada, com 
diferentes diluições de substrato desacetilase e controles positivo e 
negativo foram adicionadas à placa. Após, 10 L de solução ativadora 
foram adicionados nos poços e a placa foi incubada em temperatura 
ambiente, durante 15 minutos. A leitura foi feita em leitor de 
fluorescência, com 360 nm para excitação e 460 nm para emissão. As 
proteínas totais foram determinadas pelo método de Lowry e 
colaboradores (1951).     
 
3.6.8 Quantificação de proteínas por Western blotting 
 
 Foram analisados em amostras de hipocampo os níveis de 
fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK. Para tal 
análise, as proteínas foram isoladas através de eletroforese em SDS-
PAGE e transferidas para nitrocelulose (Leal et al., 2002). As proteínas 
de interesse foram identificadas através do uso de anticorpos específicos 
anti- (ERK1/2 (fosforilada e total), JNK1/2 (fosforilada e total) e 
p38MAPK (fosforilada e total)) e quantificadas por densitometria das 
bandas (Leal et al., 2002, 2006). A revelação dos blottings foi realizada 
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através de ECL (anticorpo secundário ligado a peroxidase) e pela 
coloração usando NBT/BCIP (anticorpo secundário ligado a fosfatase 
alcalina). 
 As densidades ópticas (DOs) das bandas foram 
quantificadas utilizando o software Image Lab. Os níveis de fosforilação 
de ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK foram determinados pela razão entre a 
DO das bandas fosforiladas e DO das bandas totais. 
 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Para as análises bioquímicas e de Western blotting, os 
dados foram expressos em média e desvio padrão e as diferenças entre 
os grupos experimentais foram determinadas pelo teste t de Student para 
amostras independentes. Os dados do teste de esquiva inibitória foram 
expressos em mediana e intervalo interquartil e as comparações entre os 
grupos experimentais foram feitas usando o teste U Mann-Whitney. Os 
grupos individuais foram analisados pelo teste Wilcoxon. Para a 
atividade de HDACs, os dados foram expressos em média e erro padrão 
da média, analisados pela análise de variância (ANOVA) de uma via, 
seguido pelo post hoc de LSD. Valores de p<0,05 foram considerados 
estatisticamente significativos em todas as análises. 
 Os programas utilizados foram Statistical Package for the 
Social Science (SPSS) 20, Statistica 7, GraphPad Prism 5 e Image Lab. 
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4 RESULTADOS  
 
4.1 EXPERIMENTO I 
 
Em relação à quantificação de citocinas em líquor, os 
resultados deste estudo mostram que houve um aumento nos níveis de 
IL-6 (p=0,005) no grupo sepse (30 dias), quando comparado ao grupo 
sham (Figura 2) e um aumento nos níveis de TNF- (p=0,005) no grupo 
sepse (60 dias), em relação ao grupo sham (Figura 3). Não houve 
alteração nos níveis das demais citocinas, em ambos os grupos sepse (30 
e 60 dias), comparados ao grupo sham. 
 
Figura 2: Níveis de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-) em líquor de ratos 
Wistar sobreviventes à sepse em 30 dias após a indução por ligação e 
perfuração cecal (CLP). Valores expressos como média+desvio padrão (n=5 
por grupo). *Diferente de sham, Teste t Student para amostras 
independentes, p<0,05. 
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Figura 3: Níveis de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-) em líquor de ratos 
Wistar sobreviventes à sepse em 60 dias após a indução por ligação e 
perfuração cecal (CLP). Valores expressos como média+desvio padrão (n=5 
por grupo). *Diferente de sham, Teste t Student para amostras 
independentes, p<0,05. 
 
Em relação aos parâmetros de dano oxidativo avaliados 
neste estudo foi observado um aumento nos níveis de TBARS após 30 
dias da indução de sepse (Figura 4) em córtex pré-frontal (p=0,002) e 
uma diminuição em hipocampo (p=0,002), estriado (p=0,009) e córtex 
(p=0,009) no grupo sepse, quando comparado ao grupo sham. A Figura 
5 mostra uma diminuição dos grupos carbonila em córtex pré-frontal 
(p=0,008) e um aumento no estriado (p=0,029) no grupo sepse (30 dias) 
em relação ao grupo sham.  
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Figura 4: Níveis de TBARS no cérebro (córtex pré-frontal, hipocampo, 
estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 30 dias após a 
indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos como 
média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t Student 
para amostras independentes, p<0,05. 
 
 
Figura 5: Níveis de grupos carbonila no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 30 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
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As figuras 6 e 7 mostram, respectivamente, que em 60 dias 
após CLP houve uma diminuição dos níveis de TBARS em hipocampo 
(p=0,005) e um aumento de grupos carbonila em estriado (p=0,012) no 
grupo sepse, comparados ao grupo sham. Não foram observadas 
diferenças estatísticas nas demais estruturas cerebrais, em ambos os 
parâmetros oxidativos, no grupo sepse (60 dias), em relação ao grupo 
sham. 
 
 
Figura 6: Níveis de TBARS no cérebro (córtex pré-frontal, hipocampo, 
estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 60 dias após a 
indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos como 
média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t Student 
para amostras independentes, p<0,05. 
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Figura 7: Níveis de grupos carbonila no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 60 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
 
Referente à atividade dos complexos da cadeia 
transportadora de elétrons foi observado um aumento na atividade do 
complexo IV em hipocampo (p=0,034) no grupo sepse (30 dias), 
comparado ao grupo sham (Figura 11). As demais estruturas cerebrais 
não apresentaram diferença estatística na atividade dos complexos I, II, 
II-III no grupo sepse (30 dias), em relação ao grupo sham (Figuras 8, 9 e 
10). 
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Figura 8: Atividade do complexo I no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 30 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
 
Figura 9: Atividade do complexo II no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 30 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
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Figura 10: Atividade do complexo II-III no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 30 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
 
Figura 11: Atividade do complexo IV no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 30 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
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Entretanto, houve uma diminuição na atividade do 
complexo I em córtex pré-frontal (p=0,038), hipocampo (p=0,016) e 
estriado (p=0,043) no grupo sepse (60 dias), comparado ao grupo sham 
(Figura 12). A atividade dos complexos II, II-III e IV não apresentou 
diferença estatística, em todas as estruturas cerebrais analisadas, no 
grupo sepse (60 dias), em relação ao grupo sham (Figuras 13, 14 e 15). 
 
Figura 12: Atividade do complexo I no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 60 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
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Figura 13: Atividade do complexo II no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 60 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
 
Figura 14: Atividade do complexo II-III no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 60 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
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Figura 15: Atividade do complexo IV no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 60 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
 
A atividade da CK avaliada neste estudo é demonstrada 
nas Figuras 16 e 17. Não houve diferença estatística na atividade da CK 
em todas as regiões cerebrais analisadas. Todos os dados foram 
analisados comparando o grupo sepse (30 e 60 dias) com o grupo sham. 
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Figura 16: Atividade da creatina quinase no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 30 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
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Figura 17: Atividade da creatina quinase no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 60 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+desvio padrão (n=5 por grupo). *Diferente de sham, Teste t 
Student para amostras independentes, p<0,05. 
 
4.2 EXPERIMENTO II 
 
A Figura 18 representa os resultados do teste de esquiva 
inibitória. Em 10 dias após a indução de sepse por CLP houve uma 
significativa diminuição no tempo de latência do grupo sepse (p=0,002), 
quando comparado ao grupo sham, indicando dano cognitivo nestes 
animais. Porém, a administração de SB foi capaz de reverter o dano na 
memória aversiva (p=0,002) observado no grupo sepse, aumentando o 
tempo de latência dos animais.   
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Figura 18: Teste de esquiva inibitória. Os animais foram submetidos a 
sham ou sepse por ligação e perfuração cecal (CLP). Em 10 dias após a 
indução de sepse, foi realizado o treino dos animais no aparelho e 24 horas 
após, realizou-se o teste. Valores expressos como mediana+intervalo 
interquartil (n=12 por grupo). *Diferente do treino, p<0,05. 
 
A atividade de HDACs é demonstrada nas Figuras 19 e 20. 
Foi observado um aumento na atividade de HDACs em hipocampo 
(p=0,023) e córtex (p=0,026) 24 horas após CLP em animais sépticos, 
quando comparado ao grupo sham (Figura 19). Nas demais estruturas 
cerebrais não houve diferença estatística entre os grupos. Em 10 dias 
após a indução de sepse, foi observado um aumento na atividade de 
HDACs em córtex pré-frontal (f=7,951, df=2, p=0,003) e hipocampo 
(f=6,617, df=2, p=0,006) no grupo sepse (10 dias), em comparação ao 
grupo sham. Entretanto, a administração de SB no grupo sepse inibiu a 
atividade de HDACs em córtex pré-frontal e hipocampo (Figura 20). 
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Figura 19: Microinjeção de Butirato de sódio (SB) no ventrículo lateral e 
atividade de histonas desacetilases no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 24 
horas após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores 
expressos como média+erro padrão (n=7 por grupo). *Diferente de sham, 
#diferente de sepse, ANOVA de uma via, post hoc LSD, p<0,05. 
 
 
 
Figura 20: Microinjeção de Butirato de sódio (SB) no ventrículo lateral e 
atividade de histonas desacetilases no cérebro (córtex pré-frontal, 
hipocampo, estriado e córtex) de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 10 
dias após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). Valores expressos 
como média+erro padrão (n=7 por grupo). *Diferente de sham, #diferente 
de sepse, ANOVA de uma via, post hoc LSD, p<0,05. 
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4.3 EXPERIMENTO III 
 
Em relação aos níveis de fosforilação das proteínas 
ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK avaliados em 24 horas e 10 dias após a 
indução de sepse por CLP, os resultados do presente estudo indicam que 
não houve diferença estatística entre os grupos sham e sepse sobre os 
níveis de fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK em 
24 horas (ERK1/2: p=0,70; JNK1/2: p=0,95; p38MAPK: p=0,88) e 10 
dias (ERK1/2: p=0,64; JNK1/2: p=0,81; p38MAPK: p=0,81) após a 
indução de sepse por CLP (Figuras 21A, 21B, 22A, 22B, 23A e 23B). 
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Figura 21 (A e B): Níveis de fosforilação da proteína ERK1/2 em 
hipocampo de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 24 horas (A) e 10 dias 
(B) após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). A parte superior 
da figura mostra o Western blotting representativo de ERK1/2. A parte 
inferior da figura representa uma análise quantitativa por densidade óptica 
de ERK1/2 fosforilada em relação à ERK1/2 total das mesmas variáveis 
experimentais descritas acima. Valores expressos como média+desvio 
padrão (n=5 por grupo). Teste t Student para amostras independentes, 
p<0,05. 
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Figura 22 (A e B): Níveis de fosforilação da proteína JNK1/2 em 
hipocampo de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 24 horas (A) e 10 dias 
(B) após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). A parte superior 
da figura mostra o Western blotting representativo de JNK1/2. A parte 
inferior da figura representa uma análise quantitativa por densidade óptica 
de JNK1/2 fosforilada em relação à JNK1/2 total das mesmas variáveis 
experimentais descritas acima. Valores expressos como média+desvio 
padrão (n=5 por grupo). Teste t Student para amostras independentes, 
p<0,05. 
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Figura 23 (A e B): Níveis de fosforilação da proteína p38MAPK em 
hipocampo de ratos Wistar sobreviventes à sepse em 24 horas (A) e 10 dias 
(B) após a indução por ligação e perfuração cecal (CLP). A parte superior 
da figura mostra o Western blotting representativo de p38MAPK. A parte 
inferior da figura representa uma análise quantitativa por densidade óptica 
de p38MAPK fosforilada em relação à p38MAPK total das mesmas 
variáveis experimentais descritas acima. Valores expressos como 
média+desvio padrão (n=5 por grupo). Teste t Student para amostras 
independentes, p<0,05. 
 
 
Os dados do Experimento I foram publicados na revista 
Synapse (DOI: 10.1002/syn.21686). Os resultados do Experimento II 
foram submetidos ao periódico Journal of Neuroimmunology. Os dados 
do Experimento III estão em fase de complementação para posterior 
submissão ao periódico. 
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5 DISCUSSÃO 
 
 No presente estudo foi observado um aumento nos níveis 
de IL-6 no grupo sepse (30 dias) e de TNF- no grupo sepse (60 dias) 
no líquor dos animais. Houve um aumento nos níveis de TBARS em 
córtex pré-frontal e uma diminuição destes níveis em hipocampo, 
estriado e córtex no grupo sepse (30 dias), bem como uma diminuição 
no conteúdo de grupos carbonila em córtex pré-frontal e um aumento 
em estriado no grupo sepse (30 dias). Também foi demonstrada uma 
diminuição nos níveis de TBARS em hipocampo no grupo sepse (60 
dias) e um aumento no conteúdo de grupos carbonila em estriado no 
grupo sepse (60 dias). A atividade do complexo IV foi aumentada em 
hipocampo no grupo sepse (30 dias) e houve uma diminuição na 
atividade do complexo I em córtex pré-frontal, hipocampo e estriado no 
grupo sepse (60 dias). Nenhuma diferença significativa foi encontrada 
na atividade da CK em todas as estruturas cerebrais analisadas.  
 Adicionalmente, observou-se uma diminuição no tempo de 
latência nos animais do grupo sepse (10 dias) no teste de esquiva 
inibitória e a administração de SB reverteu o dano na memória aversiva 
observado nos animais sépticos (10 dias). Houve um aumento na 
atividade de HDACs em hipocampo e córtex no grupo sepse (24 horas) 
e em córtex pré-frontal e hipocampo no grupo sepse (10 dias). Além 
disso, a administração de SB inibiu a atividade de HDACs em córtex 
pré-frontal e hipocampo dos animais do grupo sepse (10 dias). 
 Foi observado também que não houve diferença estatística 
entre os grupos sham e sepse sobre os níveis de fosforilação das 
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proteínas ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK em hipocampo 24 horas e 10 
dias após a indução de sepse por CLP. 
 Evidências na literatura têm demonstrado que as citocinas 
apresentam um importante papel na inflamação do SNC e que a 
liberação destas está aumentada em pacientes sépticos criticamente 
doentes (Rothwell et al., 2000; van den Berghe et al., 2001; Aly et al., 
2006). De fato, o TNF- e a IL-1β parecem mediar a maioria dos 
distúrbios fisiológicos que ocorrem na sepse (Bauhofer et al., 2004). Já a 
IL-6 e a IL-8, intensificam e perpetuam a resposta inflamatória, podendo 
exercer um papel no reparo tecidual. Ainda, a IL-6, além de modular a 
função de linfócitos, ativar a coagulação e induzir a síntese de proteínas 
de fase aguda, apresenta propriedades pró e anti-inflamatórias, sendo, 
portanto, a citocina mais estudada (Ogiku et al., 2012; Cauvi et al., 
2012). Interessantemente, a IL-6 pode regular negativamente a produção 
de TNF-α e IL-1β, como verificado tanto em modelos animais quanto 
em cultura de células, o que pode ser bastante importante na limitação 
da reação inflamatória (Heinrich et al., 2003). Dessa forma, a inibição 
da liberação de TNF-α está associada ao aumento na suscetibilidade à 
infecção e o decréscimo dos níveis de IL-6 pode comprometer o 
recrutamento celular para o foco infeccioso, diminuindo a resposta do 
hospedeiro (Kasten et al., 2010; Ogiku et al., 2012). 
 Oberholzer e colaboradores (2011) indicam que os níveis 
de TNF-, IL-1 e IL-6 estão significativamente aumentados no fluido 
cerebrospinal de crianças com encefalopatia e são correlacionados com 
respostas neurológicas anormais, sugerindo efeitos deletérios sobre o 
tecido cerebral. Também foi verificado por Comim e colaboradores 
(2011) que os níveis de citocinas (TNF-, IL-1β, IL-6, e IL-10) estão 
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aumentados em tecido cerebral de ratos em 6, 12 e 24 horas após a 
indução de sepse por CLP. Porém, 10 dias após, os níveis destas 
mesmas citocinas foram encontrados diminuídos.  
 No presente estudo, foi observado apenas um aumento nos 
níveis de IL-6 (30 dias) e de TNF- (60 dias). É digno de nota que, 
nestes mesmos tempos, ratos sobreviventes à sepse apresentaram dano 
cognitivo em 10 e 30 dias, mas não em 60 dias após a indução (Tuon et 
al., 2008). Entretanto, as citocinas produzidas perifericamente em 
resposta a uma infecção podem agir sobre o cérebro, principalmente em 
sintomas comportamentais relacionados à sepse (Dantzer et al., 2008). 
Neste contexto, é possível que as citocinas produzidas durante a resposta 
séptica (30 e 60 dias) possam contribuir para o desenvolvimento do 
déficit cognitivo. 
 Dados de estudos clínicos e experimentais indicam que a 
sepse está associada com um aumento na produção de ERO, diminuição 
da capacidade antioxidante e acúmulo de marcadores de dano oxidativo 
(Boczkowski et al., 1999; Abd El-Gaward e Khalifa, 2001; Crouser et 
al., 2004; D’Avilla et al., 2008). Dessa forma, a resposta inflamatória na 
sepse é caracterizada pela liberação excessiva de citocinas, que poderia 
induzir estresse oxidativo, levando à disfunção mitocondrial, com 
consequente morte celular (Galley, 2011). 
 O cérebro é frequentemente exposto às ERO, devido ao 
seu alto consumo de oxigênio (Halliwell, 2006) e, durante a sepse, 
parece ser um dos primeiros órgãos afetados (Wilson, 2009; Comim et 
al., 2011). Os neurônios são as células mais dependentes de oxigênio 
dentre os tipos celulares do SNC (Berg et al., 2011) e a degeneração 
mitocondrial e apoptose têm sido observadas em diferentes regiões 
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cerebrais de pacientes sépticos e em modelos animais (Papadopoulos et 
al., 2000; Semmler et al., 2005; Barichello et al., 2007; Steckert et al., 
2014).  
 Chuang e colaboradores (2012) demonstraram, 
experimentalmente, em ratos sépticos um aumento na produção de ânion 
superóxido (O2
-
) no tecido cerebral. Adicionalmente, níveis aumentados 
de óxido nítrico (NO) e de peroxinitrito (ONOO
-
) no cérebro 
desempenham um papel crítico na função neuronal na sepse (Berg et al., 
2011). Em duas horas após a administração de LPS foi observado um 
aumento na geração de ERO em cérebro de ratos (Abd El-Gaward e 
Khalifa, 2001). Além disso, utilizando um modelo animal induzido por 
CLP, Barichello e colaboradores (2006) demonstraram que o dano 
oxidativo cerebral ocorre em tempos iniciais da sepse. Estas alterações 
oxidativas persistem por até 10 dias após a indução da sepse (Comim et 
al., 2011).   
 Neste estudo, foi encontrado um aumento nos níveis de 
TBARS em córtex pré-frontal e um aumento de grupos carbonila em 
estriado no grupo sepse (30 dias), em relação ao grupo Sham. Em 60 
dias após, houve somente um aumento de grupos carbonila em estriado. 
Considerando que estes resultados corroboram dados encontrados na 
literatura, um fato importante é que os neurônios, de todas as células do 
SNC, são particularmente suscetíveis ao dano oxidativo devido aos 
níveis reduzidos de antioxidantes. Entretanto, neste estudo não foi 
avaliada a atividade de enzimas antioxidantes, o que poderia ser uma 
limitação ao analisar os resultados encontrados. 
 Interessantemente, este estudo também mostrou uma 
diminuição no dano oxidativo a lipídios e proteínas nos grupos sepse (30 
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e 60 dias) em algumas regiões cerebrais. Considerando que a oxidação 
lipídica e a carbonilação proteica são amplamente utilizadas como 
biomarcadores do estresse oxidativo, representando um espectro de 
modificações oxidativas, a quantificação dos conteúdos de grupos 
carbonila apresenta uma vantagem sobre os produtos da 
lipoperoxidação, pois as proteínas oxidadas geralmente são mais 
estáveis (Dalle-Donne et al., 2003). A diminuição dos níveis de grupos 
carbonila demonstrada aqui pode se dever ao fato de que estes sofreram 
ação de proteossomos durante a fase tardia da sepse, não possível de se 
observar nas fases iniciais (modelo agudo) (Dalle-Donne et al., 2006).  
 O proteossomo está associado à eliminação de proteínas 
anormais (agregadas) e oxidadas, além de fazer parte de mecanismos 
celulares de defesa, controlando o dano oxidativo proteico (Ding et al., 
2006; Farout e Friguet, 2006). A superprodução de proteínas anormais, 
excedendo a capacidade de degradação proteica, é um importante fator 
que leva à formação de agregados proteicos citotóxicos (Farout e 
Friguet, 2006). Um comprometimento na atividade dos proteossomos 
está diretamente ligado à senescência celular, o que levaria a uma 
capacidade diminuta em eliminar proteínas oxidadas (Torres et al., 
2003). Hipotetiza-se que a sepse, na sua fase tardia, possa ter impedido 
este comprometimento e que estes tipos enzimáticos estejam funcionais, 
diminuindo os níveis de grupos carbonila encontrados neste trabalho. 
O dano oxidativo mitocondrial na sepse é uma complexa série de 
eventos (Crouser, 2004). ERO, somadas à liberação exacerbada de uma 
variedade de mediadores inflamatórios, podem agir direta ou 
indiretamente sobre a função mitocondrial e a produção de ATP (James 
et al., 2002). Entretanto, a eficiência da fosforilação oxidativa 
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mitocondrial está comprometida na sepse, em parte, devido à lesão na 
membrana mitocondrial (Crouser et al., 2004). Consequentemente, os 
elétrons que normalmente fluiriam através da cadeia transportadora de 
elétrons são desviados para o ciclo da coenzima Q (transporte de 
elétrons no complexo III), gerando O2
- 
(Crouser et al., 2004).  
 No presente trabalho foi demonstrado que a atividade do 
complexo I encontrou-se inibida 60 dias após a indução de sepse em 
algumas regiões cerebrais. Navarro e Boveris (2007) relataram que o 
aumento no dano oxidativo mitocondrial e na atividade da CK ocorreu 
quando os animais apresentaram sinais de disfunção no SNC. Sendo 
assim, é provável que a disfunção cerebral na sepse possa estar 
associada ao estresse oxidativo e que o aumento de citocinas 
inflamatórias pode levar à disfunção no complexo I, resultando no dano 
oxidativo e comprometendo a capacidade cognitiva. No entanto, cabe 
ressaltar que o quadro geral de disfunção mitocondrial na sepse é 
complexo. Possivelmente, grande parte dessa controvérsia pode estar 
associada a fatores como diferenças de modelo experimental, regiões 
cerebrais analisadas e o tempo de progressão da sepse. 
 Dados relacionados à epigenética também foram 
analisados no presente estudo. A epigenética medeia diversos aspectos 
ambientais envolvidos na fisiopatologia de transtornos psiquiátricos e 
doenças inflamatórias (Rutten e Mill, 2009; Bierne et al., 2012). 
Adicionalmente, neurotrofinas como o fator neurotrófico derivado do 
cérebro (BDNF) e o fator de crescimento neural (NGF) desempenham 
um papel crucial na diferenciação, sobrevivência e crescimento neuronal 
e no controle da morte celular durante o desenvolvimento cerebral 
(Hashimoto et al., 2004; Bramham e Messaoudi, 2005). De modo 
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complementar, níveis de BDNF e o volume hipocampal foram 
encontrados diminuídos após a sepse (Duman e Monteggia, 2006; 
Comim et al., 2010).   
 Interessantemente, Wu e colaboradores (2008) 
demonstraram que inibidores de HDACs regulam positivamente a 
transcrição gênica de NGF e BDNF, protegendo neurônios 
dopaminérgicos. Estes mesmos autores também mostraram que o 
tratamento crônico com VPA reverteu os déficits cognitivos, 
possivelmente pela diminuição da inflamação e da apoptose no cérebro, 
assim como a ativação da via de sinalização BDNF-TrkB (Wu et al., 
2013). O mesmo efeito foi demonstrado em modelos animais de lesão 
traumática e isquemia cerebral (Dash et al., 2010; Xuan et al., 2012). 
Além disso, o pré-tratamento com SB, VPA e TSA diminuiu a resposta 
inflamatória induzida por LPS e protegeu neurônios dopaminérgicos 
contra danos em culturas celulares (Chen et al., 2007). 
 No presente estudo, observou-se que a administração de 
SB reverteu a memória aversiva e inibiu a atividade de HDACs no pré-
frontal e no hipocampo de ratos em 10 dias após a indução de sepse por 
CLP, sugerindo que a atividade de HDACs possa estar associada ao 
dano cognitivo. Estes resultados estão de acordo com a literatura, em 
que alguns autores indicam que as respostas inflamatórias e 
imunológicas evocadas pela sepse podem induzir disfunção cerebral, 
com consequente déficit de memória (Dal-Pizzol et al., 2010).  
 Embora doenças inflamatórias como a sepse possam 
induzir aumento na atividade de HDACs, diminuindo ou inativando a 
transcrição gênica (Fang et al., 2013; Wu et al., 2013), esta é a primeira 
demonstração de que a atividade de HDACs foi regulada positivamente 
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no cérebro em fase tardia da sepse. Todavia, a administração de SB 
reverteu esta condição somente em córtex pré-frontal e hipocampo (10 
dias). Isso pode ser explicado, pelo menos em parte, em função de que 
regiões cerebrais podem responder diferentemente à sepse, devido aos 
subconjuntos heterogêneos de células. Porém, mesmo dentro de uma 
população homogênea de células, pode haver uma heterogeneidade em 
termos metabólicos e aspectos fisiológicos (Sims, 1991; Sonnewald et 
al., 1998). 
 Adicionalmente, foi descrito por Lovatel e colaboradores 
(2012) que os níveis de acetilação de histonas em hipocampo e córtex 
pré-frontal de ratos podem estar correlacionados com o desempenho da 
memória aversiva, suportando a ideia de que os mecanismos 
epigenéticos, especialmente os relacionados com a modulação do estado 
de acetilação, podem estar envolvidos no déficit cognitivo. Neste 
contexto, os inibidores de HDACs são alternativas farmacológicas que 
demonstraram uma melhora nas funções cognitivas e na regulação da 
plasticidade neuronal, atuando como neuroprotetores em modelos 
animais de doenças inflamatórias, neurodegenerativas e de isquemia 
(Kilgore et al., 2010; Ryu et al., 2011).  
 Outro resultado observado no presente estudo foi em 
relação às MAPKs. As MAPKs são uma família de proteínas 
sinalizadoras que são ativadas em resposta a estímulos extracelulares, 
sendo composta pelas proteínas ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK (Bodles 
e Barger, 2005). A atividade da ERK1/2 está envolvida na proliferação, 
diferenciação e sobrevivência celular, enquanto a JNK1/2 e a p38MAPK 
estão associadas à apoptose (Kanayama et al., 2010).  
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 Estudos têm consistentemente demonstrado que, em 
hipocampo, a ativação de MAPK pode ocorrer em resposta ao 
glutamato, através da ativação de receptores NMDA e AMPA, estresse 
oxidativo, fatores de crescimento, citocinas ou pela ativação de outras 
proteínas quinases (Jerusalinsky et al., 1992; Sweatt, 2001; Runchel et 
al., 2011). Consequentemente, a modificação na regulação das MAPKs 
está associada, em muitos casos, com processos prejudiciais, incluindo 
perda da espinha dendrítica, morte celular e comprometimento da 
memória e aprendizado (Kim e Choi, 2010). Por conseguinte, a 
alteração das vias de sinalização ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK por 
neurotoxinas pode implicar em importantes disfunções no SNC 
(Sanderson e Dell’Acqua, 2011).  
 Neste contexto, recentemente foi demonstrado que 
inflamação crônica cerebral induzida por LPS em ratos diminuiu a 
plasticidade sináptica e aumentou a fosforilação de MAPKs (p38 e 
ERK1/2) em hipocampo, levando a déficits cognitivos observados em 
doenças inflamatórias e neurodegenerativas (Ma et al., 2014). 
Adicionalmente, Wang e colaboradores (2012) realizaram a análise da 
via de sinalização da inflamação por Western blotting em células 
RAW264.7 incubadas com LPS (12 e 24 horas) e observaram um 
aumento dos níveis de fosforilação de ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK no 
grupo LPS, comparados ao grupo controle, em 12 e 24 horas. Já Yang e 
colaboradores (2008) observaram que a exposição de cardiomiócitos 
neonatais em plasma séptico aumentou os níveis de fosforilação de 
ERK1/2 e p38MAPK entre 5-120 minutos da avaliação. Ainda, estudos 
indicando o envolvimento de ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK na 
regulação de mediadores inflamatórios podem ser encontrados na 
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literatura (Kaminska, 2005; Waetzig et al., 2005). A via de sinalização 
da JNK1/2 foi encontrada ativada em cultura de células microgliais após 
a estimulação com LPS, levando a expressão de TNF-
2005). 
 Entretanto, os resultados do presente estudo não 
mostraram diferenças significativas para os níveis de fosforilação das 
proteínas ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK em hipocampo de ratos 
submetidos à sepse induzida por CLP. Este trabalho, talvez não tenha 
avaliado o tempo suficiente para detectar estes aumentos na fosforilação, 
necessitando de estudos complementares. Porém, não se pode descartar 
um possível envolvimento destas proteínas no dano cognitivo observado 
na sepse, assim como na sua fisiopatologia geral. 
 O presente trabalho sugere que a neuroinflamação, 
juntamente com a disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo possa 
estar associada ao déficit cognitivo observado na sepse, principalmente 
na sua fase tardia. Em outros processos neurodegenerativos (como 
doenças de Alzheimer e Parkinson, esclerose múltipla e esclerose lateral 
amiotrófica), apesar de terem fatores desencadeantes distintos, uma vez 
iniciada a ativação microglial, leva à amplificação da resposta 
inflamatória e produção de mediadores neurotóxicos, assim como na 
sepse. 
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 6 CONCLUSÃO 
 
As alterações neuroquímicas encontradas neste estudo 
podem contribuir para a compreensão do dano cognitivo observado em 
ratos sobreviventes à sepse. Além disso, demonstrou-se que a 
administração de SB foi capaz de reverter o déficit na memória aversiva 
dos animais sépticos. Por fim, a sepse não alterou os níveis de 
fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK1/2 e p38MAPK no hipocampo, 
nos tempos avaliados.  
 
6.1 PERSPECTIVAS 
 
 Pretende-se dar continuidade ao estudo por meio da 
avaliação da atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase, 
catalase e glutationa peroxidase em fase tardia (30 e 60 dias), além da 
avaliação dos níveis de fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK1/2 e 
p38MAPK em hipocampo, em diferentes tempos (30 min, 1h, 4h e 12h) 
após a indução por CLP, permitindo uma maior compreensão da 
fisiopatologia do dano cognitivo na sepse. 
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